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はじめに
　Tsukuba情動系ラットとは，直線走路での区画通
過数により選択交配が行われ，明所での動きの少な
い高情動系（High-emotional strain; H系）ラットと明
所でも多動な低情動系（Low-emotional strain; L系）
ラットに分離され，情動反応性に関して遺伝的に
近交系ラットとして確立している系統である．これ
らのラットの行動特性として，H系ラットは，能動
的な反応を抑制し，閉鎖的或いは受動的に環境に
対処する，いわゆる内向的行動様式をとるのに対し
て，L系ラットは情動事態でも活発に反応し，環境
に対して積極的ないしは外向的に対処する傾向が強
いことが報告されている（藤田ら，1980；Fujita， et 
al，1994）．これらのラットの学習行動に関して，L
系ラットは反応抑制や弁別能力を必要とする学習に
対しては明瞭な障害を呈することが報告されている
（岩崎＆藤田，1979；片山ら，1979；山口，2004）．
さらに，作業記憶や参照記憶を要するより高次な空
間認知能力に関しては，8方向放射状迷路課題を用
いた実験結果から（吉田，2007），　L系ラットは，
学習成立までの試行数が H系ラットより有意に多く
なり，アームの誤選択数や全選択数も学習が進むに
つれて増加するという多動的行動特性を示し，明瞭
な空間学習障害の証拠が得られている．従って，L
系ラットは注意集中を要する学習や空間認知能力を
必要とする学習の障害モデルになる可能性が示唆さ
れている．しかしながら，L系ラットで見られたこ
れらの空間記憶障害が，作業記憶か参照記憶のどち
らの記憶障害が主たる原因であるかに関しては今の
ところ明らかとなっていない．
　そこで，本研究では，主に参照記憶を必要とする
と言われているモーリス水迷路課題（Morris， et al， 
1982; Okaichi & Okaichi， 2000; 吉田，2002；吉田，
2003）を用いた空間学習の習得過程を詳細に比較検
討することを目的とした．
方　法
1．被験体
　2004年 3月に筑波大学より 82世代目を譲り受け，
仁愛大学で選択交配された第 96世代と第 97世代に
なる Tsukuba高情動系ラット（H系：♂ 5匹，♀ 5匹），
及び第 95世代になる Tsukuba低情動系ラット（L系：
♂ 6匹，♀ 6匹）を用いた．また，統制群として雑
種のWistar系ラット（W系：♂6匹，♀5匹）を用いた．
すべての被験体は，実験開始時に月齢 3ヵ月になっ
たものを用いた．被験体は，室温約 24℃（± 2℃），
湿度約 60％（± 10%）の下で飼育され，飼育室の明
暗サイクルは午前 8時より午後 8時までが明期，そ
の後の 12時間が暗期の 12時間交替であり，餌と水
は自由摂取であった．
2．実験日時・場所および状況
　実験場所は仁愛大学 B館 3階の動物基礎実験室
（B303）で，各被験体で 6日間行った．また，時間
帯は 9時から 14時迄であった．実験中の室内の温
度は 24℃（± 2℃），湿度は平均 56％（± 10%）に保っ
た．騒音の大きさは，平均 53db（49db～ 59db）で
あった．実験場所の明るさは，平均 30Lx（25Lx～
39Lx）であった．
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3．実験装置および実験配置
　本実験で使用した水迷路はバイオリサーチ社製の
モーリス型水迷路で，内径 150cm，壁の高さ 45.5cm
の水槽全体が灰色に塗られている円形プールを用い
た．プールの中央から 40cm，周囲から 23cmのとこ
ろに直径 12cm，高さが 30cmの透明プラスチック製
の逃避用のプラットホームを 1箇所セットした．実
験時の水迷路の水温は 23℃（± 1.5℃）とした．実験
開始 1日目から 4日目の場所学習ではプラットホー
ムから 1cmの高さ（水深 31cm）まで水を溜め，5日
目のプローベテストでは，プラットホームを取り除
き，水深 31cmの高さまで水を溜めた．6日目の手
がかり学習では，プラットホームから 1cm低い高
さ（水深 29cm）まで水を溜めた．また，ラットが周
囲の様々な空間的配置を記憶できるよう，壁にポス
ターや写真などの手がかりになるものを配置し，こ
れらの手がかりの場所は実験中，常に一定とした（図 
1）．
4．実験手続き
①予備訓練
　実験開始前の 4日間，慣れさせるためにハンドリ
ングを行った．毎日のハンドリングの時間はそれぞ
れ 5分間とした．
②場所学習課題
　1日 4試行の訓練を 4日間行った．被験体は，4ヵ
所 (図 1の 1，2，3，4に相当する )の出発点からラ
ンダムな順序で，水迷路の外側に頭を向けて水迷路
内に投入された．プラットホームの位置は，4日間
水迷路内の東側（図 1の Eに相当する）の位置 (図 1
の Zone3に相当する )に固定された．1試行は最大
90秒とし，90秒以内にプラットホームに辿り着い
た場合は 15秒間そのまま放置し，90秒経過しても
辿り着かなかった場合は実験者が手でプラットホー
ムまで誘導し，そこで 15秒間放置した．従って，ラッ
トは 90秒間の場所学習と 15秒間のプラットホーム
の放置の間に周囲の様々な空間的配置を手がかりに
プラットホームの場所を学習することになる．
③プローベテスト
　4日間の場所学習を習得したかどうかを確認する
ために，5日目にプローベテストを行った．これは，
場所学習訓練時にゴールであったプラットホームを
取り除いた状態で自由に泳がせ，本来プラットホー
ムがあった領域（図 1の Zone3に相当する）を泳い
でいた時間を調べるテストであった．被験体ごとに
1試行のみ行い，時間は 60秒とし，出発点はプラッ
トホームの対面（図 1参照）とした．
④手がかり学習課題
　6日目にラットの運動能力や視覚能力を確認する
ために，手がかり学習を行った．ゴールであるプラッ
トホームの位置を場所学習時の対面（図 1の Zone 1
に相当する）とし，水面から 1cm見えるように設置
した．出発点は場所学習時と同様の 4ヵ所（図 1の 1，
2，3，4に相当する）で 4試行行い，1試行の時間も
最大 90秒で，その後，15秒間プラットホームに放
置した．
5．測定指標
　各試行時のラットの行動は，バイオリサーチ社製
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図 1　モーリス型水迷路の平面図と実験室の配置
　モーリス型水迷路上の数字（1～ 4）は，1日の各試行
での出発点を示し，Zone1～ Zone4は円形プールの 4分
割領域を示している．また，E，W，S，Nは東西南北の
方向を示す．実験者 4人中 3人は実験補助者で，水迷路
上中央の CCDカメラとパソコンでラットの白色を自動
的に感知し泳いだ軌跡を解析する．
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の CCDカメラと行動解析プログラム SMARTを用
い，ラットの白色と周囲の黒灰色の二値化により自
動的に解析し，試行毎のゴールまで泳いだ軌跡，水
泳距離，水泳逃避潜時，平均水泳速度，及びプロー
ベテスト試行時の各 Zone滞留時間を求めた．また，
試行毎に脱糞数を測定した． 
結　果
1．場所及び手がかり学習訓練時の逃避潜時の比較
　1日 4試行 4日間で計 16試行の場所学習課題に
おいて，プラットホームへの逃避潜時を各群で調べ
たところ（図 2），H系群の平均水泳潜時は試行を重
ねる毎に短くなる傾向が認められたが（1日目から 4
日目の 4試行平均潜時はそれぞれ 60.7sec， 44.3sec， 
32.5sec， 29.2sec），統制群であるW系群に比べて訓
練初期から潜時が長くなっており，訓練後半にお
いてもほとんどの試行で有意な潜時の延長が認め
られた（図 2A）．それに対して，L系群は訓練初期
（2試行目と 3試行目）には潜時が有意に延長してい
たが，1日目の 1試行から 4試行にかけての平均水
泳潜時は急速に短くなり（1試行目 78sec，4試行目
30sec），訓練が進むにつれて（2日目から 4日目の 4
試行平均潜時は L系群でそれぞれ 31.5sec， 18.5sec， 
14.6sec， W系群は 22.1sec， 13.1sec， 7.8sec）W系群と
の間で有意差は認められず，潜時の短縮が観察され
プラットホームにほぼ直線的にゴールしていた（図
2B）．H系群と L系群との比較では（図 2C），H系
群がほぼ全ての試行で潜時の増大傾向を示していた
が，11試行目（3日目の 3試行目，p＜ .05）以外は
分散が大きく有意差は認められなかった．また全て
の系統群において，5，9，13試行目の平均水泳潜時は，
場所学習 2～ 4日目それぞれの最初の試行であるた
め，前日最後の試行よりも潜時が長くなる傾向が認
められた．しかし，訓練後半にかけては（図 2Bの
13試行目），L系群とW系群のこの日間変動幅は小
さくなっていた．
　一方，手がかり学習訓練においては，H系群は L
系及びW系群に比べて，1試行目以外，有意に逃避
潜時が長くなっており（図 2A，2C），しかも，場所
図 2　各群の平均逃避潜時の変化
　A，B，Cはそれぞれ H系群とW系（統制群），L系群
とW系群，H系群と L系群を比較した試行毎の平均逃
避潜時（± SE）を示す．横軸の数字（1～ 16）は毎日 4試
行で 4日間の場所学習で，縦棒が日間を示す．Pは 5日
目のプローベテストで，最後の 4試行は 6日目の手が
かり学習を示す．＊，＊＊は各試行毎に両群間でMann-
Whitney Uテストを行った結果で，それぞれ p＜ .05，p
＜ .01を示している．以下の図の表示も同様である．
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学習終了時よりもさらに潜時が延長していることが
判明した．一方，L系群はW系群と比べて全ての
試行間で有意差は認められず，W系群と同様に試行
とともに潜時の短縮が観察された（図 2B）．
2．各群の水泳速度の特徴
　各試行での水泳距離を水泳時間（90sec或いはプ
ラットホームまでの逃避潜時）で割った平均水泳速
度（cm/sec）を求めたところ，場所学習時，プローベ
テスト時及び手がかり学習時のすべての課題におい
て，ほとんどの試行で H系群及び L系群の水泳速
度はW系群に比べて有意に遅い結果となった（図
3A，3B）．
　統制群としてのW系ラットは訓練が進むにつ
れて漸増的速度変化を示していた（1日目から 4日
目の平均水泳速度はそれぞれ 24.5，27.2，27.5，
29.4cm/sec）が，H系群は 1日目の平均水泳距離が最
も短く（1271.5cm），しかも H系群の訓練 1日目の
水泳速度は最も遅かった（13.6cm/sec，図 3A，3C）．
その後，速度が増しほぼ一定を保つ傾向が見られ
た（2日目から 4日目の平均速度はそれぞれ 18.1，
18.7，18.0cm/sec，図 3A）．それに対して，L系群
の 1日目の平均水泳距離は最も長く（1830.9cm），水
泳速度はW系群より遅いものの場所学習課題を通
じてほぼ一定を保っていた（1日目から 4日目の平
均速度はそれぞれ 19.3， 17.6， 18.4， 21.7cm/sec，図
3B）．
　手がかり学習課題遂行時においても，同様のパ
ターンを示し，H系群と L系群との間には有意差は
認められず（それぞれ 14.2，17.2cm/sec），両系統群
ともW系群（27.9cm/sec）と比べて有意に速度が遅
かった（p<.01）．
　次に，場所学習時の水泳行動の詳細な特徴を明ら
かにするために，プラットホームへ逃避が成功した
試行での逃避潜時とそのときの水泳速度との相関関
係を調べた結果（図 4），H系群はW系群と類似し
た水泳パターンを示していた（図 4A，4C）．すなわ
ち，逃避潜時が短くなると水泳速度が増すという負
の相関関係が得られ，特に，両系統群の雌ラットで
有意な負の相関が認められた（H系雌群 r＝－ 0.47，
W系雌群 r＝－ 0.46，ともに p<0.01）．但し，雄ラッ
トは両系統群ともに有意な相関関係は認められな
図 3　各群の平均水泳速度の変化
　A，B，Cはそれぞれ H系群とW系群，L系群とW系群，
H系群と L系群を比較した各試行毎の平均水泳速度（cm
／ sec）（± SE）を示す．他は図 2を参照．
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かった（H系雄群 r＝－ 0.10，W系雄群 r＝－ 0.05）．
しかしながら，L系群は雌雄とも有意な相関は認め
られなかった（L系雄群 r＝－ 0.01，L系雌群 r＝
－ 0.03，図 4B）．従って，図 3の H系群とW系群
で見られた，場所学習訓練の進行に伴う水泳速度の
増加傾向は主に雌ラットの行動特徴を表していたこ
とが判明した．　
3．プローベテスト時の比較
　4日間の場所学習終了後，5日目に場所学習習得
の正確性を確認するためにプラットホームを取り除
くプローベテストを行い，本来プラットホームが
あった Zone（今回は Zone 3）での滞留時間割合（％）
を各群で比較した（図 5）．
　その結果，H系群はW系群と比べて有意差は認
められなかったが，Zone 3の滞留時間割合が少なく
（28.1%），Zone 1（29.1%）と Zone 4（26.3%）で多い
傾向が見られた（図 5A）．それに対して，L系群は
W系群と同等あるいはそれ以上に Zone 3の割合が
多く（L系群 42.8%，W系群 34.6%，図 5B），H系
群と比較すると有意に（p<.05）Zone 3の滞留時間割
合が多く，Zone 4（12.6%）で少ない結果となった（図
5C）．
　さらに，プローベテスト 60秒間で移動した総水
泳距離を求めたところ（図 6），H系群が最も短く，
L系群との間には有意差は認められなかったが，W
系群と比べて L系群とともに有意に水泳距離が短
かった（p<.01）．
　これらの結果をまとめると，H系群はプローベテ
スト時の出発点である Zone 1周辺に留まっており
ほとんど移動していないラットが多かったことを示
していた．それに対して，L系群はW系群より水
泳速度が遅かったために水泳距離は短くなったが，
Zone 3での滞留時間の割合がW系群より多かった
ことから，プラットホームの場所をより正確に習得
していることが考えられた．
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図 4　各群の逃避潜時と水泳速度との相関
　A，B，Cはそれぞれ H系群，L系群， W系群の♂♀
各個体の逃避潜時（横軸）と水泳速度（縦軸）の関係を示
す．実線と点線はそれぞれ♂と♀の回帰直線を示す．ｒ
はそれぞれの相関係数で，＊＊はｔ検定による p<.01を
示す．
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考　察
　本実験は，Tsukuba低情動系（L系）ラットで観察
された空間学習障害（吉田，2007）の実態を明らか
にするために，Tsukuba高情動系（H系）ラット及び
統制群としての雑種Wistar系（W系）ラットを比較
対照としながら，モーリス水迷路課題による空間学
習過程の詳細を観察した．その結果，場所学習時に
訓練が進むにつれてプラットホームまでの逃避潜時
が L系ラットはW系ラットと同様の経過をたどり
有意差は認められなかった（但し，訓練初期におい
ては L系ラットの潜時の延長が認められた）．また，
プローベテスト時の本来プラットホームのあった
Zoneでの滞留時間においても有意差は認められず，
むしろW系ラットより滞留時間が長い傾向が認め
られ，L系ラットのほうがプラットホームの場所を
より正確に学習していた可能性が考えられた．
　水迷路課題は迷路外の様々な視覚的刺激など周囲
の環境（例えば，実験者やポスターなど）を手がかり
にプール内の 1箇所に設置した不可視状態のプラッ
トホームを見つけ出す空間認知能力を測定するもの
で，参照記憶を必要とする課題と言われている．一
方，放射状迷路課題は，周囲の視覚的刺激が同様に
手がかりとなるが，選択したアームを一旦覚えてお
図 6　プローベテスト時の総水泳距離
プローベテスト時 60秒間の総水泳距離（cm）（±SE）を
示す．＊＊，NSは各群間でMann-Whitney Uテストを
行った結果で，それぞれ p<.01， non-signiﬁcantを示し
ている．
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図 5　各群のプローベテスト時の各 Zone滞留時間の割合
　A，B，Cはそれぞれ H系群とW系群，L系群とW系群，
H系群と L系群を比較したプローベテスト時の平均滞留
時間割合（％）（± SE）を示す．Zone3が場所学習時に逃
避用プラットホームがあった位置である．
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く作業記憶と装置が置かれた全体の環境やアーム先
端に報酬である餌があるという参照記憶が必要とな
るものである（岩崎ら，1981；岩崎＆平賀，1986）．
上述したように，L系ラットは 8方向放射状迷路に
よる空間学習において顕著な学習障害を示すことは
明らかとなっている（吉田，2007）．従って，本実
験での水迷路課題による結果から，L系ラットの空
間学習障害は主に作業記憶の障害がその背景にある
ことが示唆された．
　一般的に，記憶を担っている脳部位は海馬であ
ることはよく知られている（Corkin，et al， 1997；
Beatty，　2001；吉田ら，2005）．また，作業記憶
や空間学習にとっても海馬が重要な働きを持って
いることを示唆する数多くの報告がある（Olton，et 
al，1978； 岩 崎 ら，1981； Kawabe，et al ，1998；
Kawabe，et al，1998；Nonaka， et al，1998；吉田ら，
2007）．これらのことから，L系ラットの海馬にお
いても何らかの機能的及び形態学的変容が生じてい
ることが考えられる．海馬内の形態学的変容に関し
ては，L系ラットの海馬歯状回の容積が H系ラット
に比べて有意に小さくなっており，歯状回の容積と
空間学習障害の程度（この場合は，学習基準に達す
るまでの試行数）との間に負の相関関係があること
が認められている．さらに，飼育条件を豊環境にす
ることによって L系ラットの空間学習が改善され，
それと同時に海馬歯状回の容積も増大することが示
唆されている（川越，2006；吉田ら，2007）．海馬
歯状回の顆粒細胞は生後も細胞新生（neurogenesis）
が見られ，様々な環境刺激によりさらに増え続ける
ことがよく知られている（Praag，et al， 2002；Yanai 
et al，2008）．従って，海馬歯状回の顆粒細胞が作
業記憶にとって重要な働きを持っており，L系ラッ
トの歯状回顆粒細胞は何らかの原因で細胞新生が抑
制されていたことが推察された．
　一方，本実験において H系ラットの参照記憶障害
を思わせる結果が観察された．すなわち，場所学習
訓練を重ねてもプラットホームまでの逃避潜時が有
意に延長し続け，プローベテスト時においても滞留
時間が有意に短い結果が得られた．しかしながら，
H系ラットのストレス耐性の脆弱性が最近示唆され
ており（野村，2008，；山下，2008），水などの嫌悪
刺激が H系ラットにとってストレッサーとなり，そ
のことが水迷路学習の習得を阻害したと考えられ
る．さらに，プラットホーム可視条件での手がかり
学習においても逃避潜時の有意な延長が認められた
ことから，H系ラットで見られた学習障害は明らか
に冷水のストレスによる二次的影響であったと考え
られた．水迷路課題はもともと水の嫌悪刺激から逃
れることを学習するものであるから，今後は，H系
ラットの参照記憶能力を正確に測定するためには水
迷路以外の装置（例えば，8方向放射状迷路）を用い
た実験手続の工夫が必要であると考えられる．
　以上，本実験結果を要約すると，L系ラットの空
間学習障害は作業記憶の障害であり，その背景とな
る脳内メカニズムに海馬歯状回顆粒細胞の細胞新生
の動態が大きく関与していることが示唆された．そ
こで今後は，新生した細胞を特異的に染色できるブ
ロムデキシウリジン（BrdU）などを用いて（Praag，et 
al， 2002；Yanai et al，2008）L系ラットの脳内の詳細
な形態学的検索を行う必要がある．
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